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 xii
O desenvolvimento da tolerância imunológica a antígenos próprios, é resultado de 
mecanismos que conduzem à supressão de clones de linfócitos específicos aos 
componentes da mielina, podendo ser um dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento 
da tolerância aos neuro-antígenos. Entre os mecanismos mais estudados estão: deleção, 
anergia dos clones auto-reativos e os mecanismos regulatórios exercidos pelas citocinas. 
Evidências clínicas e experimentais sugerem que, anormalidades dos linfócitos T e das 
citocinas, produzidas pelas células TH1, estão envolvidos no desenvolvimento de doenças 
auto-imunes órgão-específicas como a Esclerose Múltipla. 
A Esclerose Múltipla (EM) é a mais importante doença desmielinizante que afeta o homem. 
Patologicamente é caracterizada pela inflamação e desmielinização de múltiplas áreas da 
substância branca do SNC, com posterior lesão do oligodendrócito, resultando clinicamente 
em disfunção neurológica. Embora seja uma doença órgão-específica, com resposta 
imunológica voltada ao SNC, estudos mostram alterações imunológicas nas células do 
sangue periférico.  As células T auto-reativas, dos pacientes com EM, reconhecem 
componentes da mielina, como a proteína básica de mielina (MBP), contribuindo à 
patogenicidade da doença. 
Uma das abordagens terapêuticas não específica, utilizada no tratamento da Esclerose 
Múltipla é o Interferon Beta (IFNβ). Nestas duas últimas décadas, alguns estudos foram 
concluídos, mostrando, de uma forma geral, que a administração do IFNβ (tanto 1a como 
1b) tem efeito benéfico no tratamento da EM na forma surto-remissão e mais recentemente 
os autores vem utilizando essa abordagem terapêutica também para as formas progressivas 
da doença (GOODKIN, 2000; NEUHAUS et al., 2003). O efeito terapêutico do interferon 
tipo I, o IFN beta em particular, mostrou exercer efeito benéfico aos pacientes tratados, 
diminuindo o número de exacerbações durante o primeiro ano de tratamento (FILLIPPINI 
et al., 2003), e em alguns casos tais efeitos benéficos duraram acima de 5 anos (MS group, 
1995). O efeito terapêutico foi confirmado pela diminuição das lesões verificadas por  MRI 
(PATY et al., 1993).  
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Como a imunoterapia, com IFNβ, tem mostrado efeitos benéficos aos pacientes portadores 
de Esclerose Múltipla (EM) na forma surto-remissão, resolvemos acompanhar o efeito da 
terapia com IFNβ na produção de citocinas dos pacientes em tratamento ou não, assim 
como em indivíduos normais.  
Os resultados obtidos, mostraram um aumento significativo na produção das citocinas pro-
inflamatórias, tais como TNFα e IFNγ no plasma e cultura de leucócitos dos pacientes com 
EM não tratados. A administração do IFNβ reduz, significativamente, os níveis das 
citocinas pró-inflamatórias, com simultâneo aumento na produção de IL10 e, mais 
discretamente, na produção de TGFβ. 
Sugere-se então, que a polarização da produção das citocinas pró-inflamatórias participa da 
cascata de eventos, que leva à desmielinização e que, a administração in vivo de citocinas, 
como IFNβ, pode mudar o curso da resposta inflamatória. 
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Multiple Sclerosis (MS) is the most important demyelinating disease that affects man. 
Pathologically, it is characterized by the inflamation and demyelination of various areas of 
the brain, resulting in a clinically - diagnosed neurological dysfunction. Although it is 
organ-specific, with an immune response aimed at components of the central nervous 
system, studies have shown immunological alterations in peripheral blood cells. 
Autoreactive T cells to recognize myelin components such as myelin basic protein (MBP) 
and thus contribute to the pathogenesis of the disease. 
Immunotherapy with IFNβ shows remarkable beneficial effects in patients with relapsing-
remitting multiple sclerosis (MS), although the mechanisms by which it exerts these 
beneficial effects remain poorly understood. Investigation was made of the effects of IFNβ 
on proinflammatory and anti-inflammatory cytokine production in peripheral blood cells in 
MS patients, both untreated and those undergoing immunotherapy, as well as healthy 
controls. 
The development of tolerance to the body´s own antigens is the result of mechanisms which 
lead to the supression of lymphocyte clones specific for myelin components. Among the 
best known of these mechanisms are the elimination of self-reacting clones. The 
suppression of the immune response may be one of the mechanisms involved in the 
development of tolerance to the neuro-antigens.  Among the mechanisms which are most 
commonly studied are the elimination of the self reactive clones, clonal anergy and the 
immunoregulatory mechanisms exercised by the cytokines. Clinical and experimental 
evidence suggest that abnormalities of the T lymphocytes and of the cytokines produced by 
the TH1 cells are involved in the development of organ-specific auto-immune diseases such 
as Multiple Sclerosis.  
Results show a significant increase in the production of proinflammatory cytokine such as 
TNFα and IFNγ in the plasma and in the supernatant of a leukocyte culture from MS 
patients with the untreated disease, whereas IFNβ administration significantly reduces these 
levels, this was accompanied by a significant increase in the production of IL10 and a slight 
increase in that of TGFβ. 
Abstract 
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This reduction in proinflammatory cytokine production in the treated MS patient group 
accompanied by a simultaneous increase in the production of anti-inflammatory cytokines, 
suggests that the beneficial effects of IFNβ immunotherapy results, at least in part from the 
modulation of cytokine patterns. 
Abstract 
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A recepção de um estímulo sensitivo ou motor, parte ou chega ao sistema 
nervoso central (SNC) através de um sistema de condução, mediada pelo neurônio, unidade 
estrutural e funcional do sistema nervoso. O sistema nervoso periférico (SNP) é o 
responsável por receber tal informação e o SNC pelos processos de integração, análise e 
resposta. 
Existem células especializadas que recobrem os neurônios. No SNC, essas 
células são denominadas astrócitos e oligodendrócitos, enquanto, no SNP, são denominadas 
células capsulares e células de Schwann. Os oligodendrócitos e células de Schwann 
formam bainhas de mielina em torno dos axônios, os quais aumentam a velocidade de 
condução do impulso ao longo do axônio. Em algumas doenças, como na Esclerose 
Múltipla, verifica-se o comprometimento de tais células nervosas.  
Charcot, em 1868, estabeleceu a Esclerose múltipla como entidade clínica e 
patológica, caracterizando-a como uma doença, predominantemente, da substância branca 
do SNC (KURTZKE, 1983), sendo uma das causas mais freqüentes de comprometimento 
neurológico em adultos jovens (18-45 anos).  
O diagnóstico é fundamentado em dados de anamnese e avaliação da evolução 
das manifestações neurológicas. Aumento da síntese de imunoglobulina intratecal, 
predominando a IgG no líquido céfalo-raqueano (CSF) e os aspectos de neuroimagem por 
ressonância nuclear magnética, também auxiliam este diagnóstico.  
A incidência da EM é maior em países de clima frio ou temperado, sendo mais 
rara nas regiões de clima tropical. Não temos suficiente informação sobre a incidência ou o 
padrão imunogenético dos pacientes no nosso meio. 
Sabe-se que é uma doença polimórfica, sendo descritas as formas surto-
remissão e progressivas primárias e secundárias (POSER et al., 1983). A forma surto-
remissão ou remitente-recorrente da EM (RRMS) evolui em surtos bem individualizados, 
podendo haver recuperação completa ou quase completa. A severidade e a freqüência de 
surtos varia entre os pacientes; no entanto, a incapacidade aumenta gradualmente com o 
tempo (EDSS), embora o curso seja imprevisível e as remissões possam durar anos.  
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Em média, depois de 10-15 anos, 50% de pacientes com RRMS evoluem para a 
forma progressiva secundária (SPMS). Na forma SPMS a recuperação das exacerbações 
passa a ser incompleta, causando uma progressiva deterioração da condição física, com 
aumento da incapacidade física. A forma progressiva primária da doença (PPMS) se 
caracteriza, desde o início, por doença progressiva e a condição clínica do paciente, 
deteriora continuamente, sem o aparecimento de surtos (POSER et al., 1983). 
Embora a etiologia ainda seja desconhecida, sabe-se que se trata de uma 
doença, multifatorial, de natureza auto-imune, caracterizada pela inflamação e 
desmielinização da substância branca do SNC, com posterior lesão do oligodendrócito, 
destruição axonal e falta de alterações patológicas em outros órgãos (WAKSMAN, 1985; 
STEINMAN, 1996).  
Dentro das possíveis hipóteses da patogênese da Esclerose Múltipla, podem ser 
considerados: fatores ambientais e/ou infecciosos (WUCHERPFENING e STROMINGER, 
1995; WILLER e EBERS, 2000), associados a fatores genéticos (HERRERA e EBERS, 
2003). Estudos experimentais de doenças desmielinizantes do SNC, adquiridas após 
infecção viral (encefalomielite aguda disseminada) ou imunização (encefalomielite 
experimental auto-imune), permitiram evidenciar que os vírus podem ocasionar, após 
longos períodos de incubação, destruição da mielina, inclusive com períodos de remissão e 
exacerbação (KURTZKE, 1983; WUCHERPFENING, 1995). E estes fatores infecciosos 
representam um gatilho às manifestações das reações auto-imunes contra a mielina do 
SNC, em indivíduos geneticamente susceptíveis (NIEPEL e CONSTANTINESCU, 2003). 
Muito do conhecimento adquirido sobre a resposta inflamatória na EM, é 
devido ao estudo desenvolvido no modelo experimental, a Encefalomielite Experimental 
Auto-imune (EAE).  
A EAE começou a ser estudada após a descoberta da vacina contra a raiva, por 
Pasteur, em 1875. O vírus da raiva era cultivado em células do encéfalo de animais de 
experimentação (coelhos) e depois uma preparação, não muito purificada, era transferida 
para os indivíduos contaminados com vírus rábico. No entanto, devido à resposta imune 
cruzada com estruturas do encéfalo do animal hospedeiro do vírus, alguns indivíduos 
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apresentavam uma encefalite pós-vacinal, muitas vezes fatal. A EAE passou então, a ser 
considerada modelo experimental para o estudo dos mecanismos imunopatológicos nas 
doenças inflamatórias desmielinizantes de natureza auto-imune.  
Em laboratório, a EAE pode ser induzida em ratos e camundongos 
geneticamente susceptíveis, através da imunização com mielina ou seus componentes como 
a proteína básica de mielina (MBP), a proteolipoproteína (PLP), glicoproteína associada à 
mielina (MAG), glicoproteína de mielina do oligodendrócito (MOG), imunização com os 
epítopos encefalitogênicos desses componentes, ou ser transferida para animais normais por 
clones de linfócitos sensibilizados a estes neuroantígenos (LIDER et al., l989). 
A EAE é mediada por linfócitos T CD4 e manifesta-se clinicamente, por 
deficiência neurológica, histologicamente, por infiltração perivascular de células 
mononucleares no encéfalo, e imunologicamente, pela presença de resposta celular e 
humoral aos componentes da mielina (HALLAL et al., 2003). 
O SNC de indivíduos normais é considerado, imunologicamente, privilegiado 
por não apresentar tecido linfóide organizado e pela existência da barreira hemato-
encefálica (BHE), que restringe a entrada de células e moléculas complexas para o tecido 
cerebral. Após amadurecimento no timo, o linfócito T, não comprometido com o antígeno, 
se lança na corrente sanguínea e circula por todo o corpo. O processo de entrada e 
transmigração de linfócitos T é governado por um conjunto de moléculas de adesão, que 
são expressas tanto nas células endoteliais, como nos leucócitos (HARTUNG et al., 1995). 
O reconhecimento e a apresentação de antígenos ocorrerá nos tecidos linfóides. 
A migração dos leucócitos para o local da inflamação segue três etapas: 
inicialmente, os leucócitos fazem o movimento (rolling) e se ligam fracamente ao 
endotélio, pelas interações de baixa afinidade entre as selectinas e seus ligantes nas células 
recíprocas, resultando no rolamento dos leucócitos ao longo da superfície endotelial e 
permitindo que tais células possam aderir e migrar para o tecido inflamado.  
Na medida em que os leucócitos vão rolando sobre a superfície endotelial, vão 
sendo ativados pelas citocinas que estão expostas nas células endoteliais e ficam fortemente 
ligados ao endotélio. E, finalmente, a interação com as integrinas, como as moléculas de 
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adesão intracelular (ICAM-1) e a molécula de adesão vascular (VCAM-1), com seus 
respectivos ligantes promovem uma forte ligação, antes da migração transendotelial 
acontecer (WASHINGTON et al., 1994; DORE-DUFFY et al., 1995; TSUKADA et al., 
1993). A expressão dessas moléculas aumenta sob a ação de citocinas geradas durante o 
curso da resposta inflamatória (SPRINGER, 1994; BEVILAQUA, 1993), podendo ser 
medida nos fluidos corpóreos (GEARING e NEWMAN, 1993; BRUSTEIN et al., 1992).  
O aumento dos níveis das moléculas de adesão no soro e no líquido 
céfalorraqueano, dos pacientes com EM, está correlacionado ao dano da barreira hemato-
encefálica e lesões desmielinizantes (SHARIEF et al., 1993; HARTUNG et al., 1995), 
evidenciando o processo inflamatório e os mecanismos de desmielinização auto-imune.  
A ativação das células T ocorre através da apresentação do neuroantígeno, 
complexado à molécula do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de classe II, 
pelas APCs presentes na superfície de macrófagos, astrócitos, células da micróglia e 
endoteliais no SNC (STEINMAN, 1996).  
Há dois subgrupos de linfócitos T, divididos de acordo com o co-receptor 
expresso em sua superfície. Os linfócitos T CD4, ou helper, reconhecem o complexo 
peptídeo e moléculas do complexo principal de histocompatibilidade MHC de classe II e os 
linfócitos T CD8 ou citotóxicos, reconhecem o antígeno peptídico juntamente com a 
proteína MHC de classe I. A diferenciação das células T CD4 em subtipos de células 
efetoras é determinada pelo tipo de citocinas produzidas durante o reconhecimento do 
antígeno. As APCs capturam o antígeno e o apresentam às células T helper, estas são 
ativadas por citocinas liberadas pelas próprias APCs, como é o caso da IL-1, que induz a 
expressão de receptores para a IL-2. A IL-2 induz o crescimento de outras células T helper, 
assim como o de células T citotóxicas, fagócitos, células NK e células B. 
Em geral, nos processos inflamatórios, os macrófagos estão envolvidos na 
síntese e liberação de várias citocinas, produzindo IL12, que estimulam as células NK e as 
células T a sintetizarem IFNγ, que ativam e atraem outros macrófagos ao sítio da 
inflamação, além de estimular a proliferação e diferenciação de outros linfócitos T, 
amplificando a resposta imune mediada por células. Assim na inflamação aguda, os 
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macrófagos recrutam mais células, aumentando o dano tecidual na placa de 
desmielinização. A destruição da mielina ocorre também pela ação dos anticorpos, que 
podem ativar o sistema complemento, colaborando com o ataque à bainha de mielina 
(ANDERSSON e GOODKIN, 1998). 
Embora a EM seja uma doença órgão-específica, com resposta imune voltada 
aos componentes do SNC, alguns estudos mostram alterações imunológicas também no 
sangue periférico, como: ativação de linfócitos T, que reconhecem componentes da mielina, 
alteração no padrão de síntese de citocinas e de seus receptores (HAFLER e WEINER, 
1989; OTA et al.,1990; COSTA et al., 2000; HALLAL-LONGO et al., 2004). 
Essas agressões, aos componentes próprios do organismo, são verificadas, em 
geral, em condições patológicas, pela perda dos mecanismos de tolerância imunológica. 
O fenômeno da tolerância imunológica pode ser entendido como a não resposta 
imune específica, contra um determinado tipo de antígeno. A tolerância aos auto-antígenos 
é ativamente conseguida e os linfócitos, tanto B como T, potencialmente auto-reativos, são, 
de certa forma, inativados. Este processo de inativação das células potencialmente auto-
reativas, ocorre durante a maturação celular nos órgãos linfóides primários e os antígenos 
encontrados nesses órgãos são normalmente antígenos próprios.  
Dessa forma, nessa etapa de maturação, os linfócitos encontrarão apenas os 
antígenos próprios associados às moléculas de MHC, tornando-se tolerantes, num processo 
conhecido como tolerância central. A tolerância central, no entanto, não garante que as 
células que deixam os órgãos linfóides primários e vão popular os órgãos linfóides 
secundários, não atuem como células auto-reativas. Assim, a autoimunidade, pode ser 
entendida como um processo fisiológico normal, onde o organismo convive com as células 
e os anticorpos potencialmente auto-reativos, sem, necessariamente, desenvolver doenças 
auto-imunes. Alguns autores, inclusive, acreditam que a presença de auto-anticorpos e 
células que reconhecem o próprio, sejam indispensáveis para a homeostase do organismo 
(SCHWARTZ e COHEN, 2000).  
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Portanto, as doenças auto-imunes surgem, quando há disfunção nos 
mecanismos responsáveis pela manutenção da tolerância. E dentre os fatores que 
contribuem para a não ativação dos linfócitos T aos antígenos próprios, estão: a deleção dos 
clones auto-reativos, a indução de anergia e o desvio da resposta imune, causado pela 
polarização da produção de determinadas citocinas. 
A deleção clonal de células efetoras é o mecanismo pelo qual clones de 
linfócitos, são eliminados por morte celular, normalmente por apoptose, ao entrarem em 
contato com o excesso de antígeno ou de citocinas (LENARDO et al., 1999).   
A anergia é o processo em que clones, antígeno-específicos, são funcionalmente 
inativados, mas não destruídos. Basicamente, os linfócitos T necessitam de dois sinais para 
que ocorra a expansão clonal. O primeiro é dado pela interação entre o peptídeo antigênico 
com as moléculas de MHC das células apresentadoras do antígeno e o receptor para o 
antígeno presente nos linfócitos T (TCR). O segundo sinal é dado pela ligação de moléculas 
co-estimulatórias presentes tanto nos linfócitos, como nas células apresentadoras do 
antígeno (MUELLER et al., 1989).   
Algumas famílias de moléculas co-estimulatórias (como a CD40 expressas na 
superfície de linfócitos B) estão sendo descritas; no entanto, as moléculas mais estudadas 
são CD28 e CTLA4 (CD152), expressas nos linfócitos, que se ligam às moléculas CD80 e 
CD86, presentes nas células apresentadoras do antígeno (LENSCHOW et al., 1996).  
A ligação de moléculas CD80 e CD86 das APCs à CD28, libera sinais para as 
células T, que induzem expressão de proteínas anti-apoptóticas, estimulam a ativação de 
fatores de crescimento e de outras citocinas, promovem a proliferação e diferenciação de 
células T e aumentam a expressão dos receptores de IL2 nas células T, previamente 
ativadas. A molécula CTLA4 é homóloga à CD28 e transmite sinais que inibem a ativação 
das células T (CHITNIS e KHOURY, 2003). Estudos utilizando anticorpos monoclonais 
anti-CTLA4 forneceram as primeiras evidências sobre a função da molécula CTLA4. 
Verificou-se que os anticorpos anti-CTLA4 bloqueavam sinais inibitórios para a ativação 
das células T, através da transdução feita pelo complexo B7/CTLA4 (KRUMMEL e 
ALLISON, 1995). Sendo assim, a manipulação dos sinais co-estimulatórios representam 
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um mecanismo importante para inibição da ativação imunológica, podendo induzir e 
manter a tolerância das células T aos antígenos próprios (SHARIEF et al., 1993, 
HARTUNG et al., 1995). 
Constatou-se um aumento na expressão in vitro das moléculas CD80 e CD86 
nas micróglias e nos astrócitos durante a fase aguda da resposta inflamatória, sugerindo seu 
importante papel na apresentação do antígeno no SNC (NIKCEVICH et al., 1997).  
Estudos recentes demonstraram que a molécula CD28 é expressa nas células T, do SNC, na 
exacerbação da EAE; enquanto CTLA4, é expressa na fase efetora da doença, tendo um 
pico durante as remissões (CHITNIS e KHOURY, 2003). Em estudos imunohistoquímicos 
do tecido do SNC, foi demonstrado que animais tratados com CTLA4, apresentaram 
inibição na produção de citocinas pró-inflamatórias, com aumento de citocinas anti-
inflamatórias como a IL10 e TGFβ (KHOURY et al., 1995).  
Finalmente, a supressão ativa ou desvio da resposta imune, pela polarização da 
produção de determinadas citocinas, representa a circunstância pela qual os clones de 
linfócitos auto-reativos passam a não mais responder frente a um estímulo antigênico, 
devido à secreção in situ de citocinas imunorreguladoras (DRUET et al., 1996).  
As citocinas constituem um grupo de moléculas solúveis no plasma e não 
possuem especificidade para o antígeno, como as imunoglobulinas. Estão envolvidas na 
emissão de sinais de comunicação durante o desencadeamento das respostas imunes, 
podendo modular a ação de outras células (BORISH e STEINKE, 2003). Após a 
transcrição gênica, o RNAm é normalmente instável e a citocina é rapidamente liberada. 
Geralmente, iniciam sua ação pela ligação a receptores específicos na superfície celular e 
esta ligação, ativa sistemas de segundos mensageiros intracelulares que, posteriormente, 
desencadeiam respostas na célula-alvo. Desta forma, as citocinas não funcionam somente 
como proteínas imunorregulatórias, mas também como fatores de crescimento, 
diferenciação e morte celular.  
A maior parte das citocinas são moléculas constituídas por pequenas ou médias 
proteínas (~25 kDa) ou glicoproteínas, secretadas por uma variedade de células. Têm papel 
importante na sinalização dos fenômenos de regulação da homeostase do organismo. A 
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maioria tem ações autócrina, atuando sobre os receptores das próprias células que as 
produzem, ou parácrina, atuando em células-alvo vizinhas ou distantes. Em geral, as 
citocinas são pleiotrópicas, isto é, têm múltiplos efeitos: uma única citocina pode interagir 
com mais de um tipo de célula, ter múltiplas atividades biológicas, interagir com outras 
citocinas, com as quais pode ter sobreposição de atividades  
(MOSMANN e COFFMAN, 1989).  
Nos últimos anos, as citocinas foram exaustivamente estudadas no sentido de se 
entender melhor a regulação da resposta imune. MOSMANN e colaboradores (1986) 
mostraram que a estimulação antigênica, de linfócitos CD4 “in vitro”, resultava na 
produção de determinados padrões de linfocinas, que podiam dividir estas células em duas 
populações funcionalmente distintas. As células TH1, produzem IFNγ, IL2 e TNFα e são 
responsáveis pela produção de anticorpos IgG2a em murinos, ativação de macrófagos, 
citotoxicidade e hipersensibilidade tardia (DTH). As células TH2, produzem IL4, IL5, IL6, 
IL9, IL10 e IL13 e são responsáveis pela função helper na resposta imune humoral 
(LIBLAU et al., 1995). Um terceiro subtipo (TH3), identificado na mucosa intestinal, 
durante o processo de indução de tolerância oral, produz quantidades consideráveis de fator 
transformador de proliferação (TGFβ) (CHEN et al., 1994).  
Na EM, verifica-se que, embora a doença seja causada por linfócitos T CD4 
ativados pelo neuroantígeno, a participação das células apresentadoras de antígenos é 
fundamental para a perpetuação da resposta inflamatória no SNC. Células do sistema 
fagocítico-monocitário, assim como as glias, produzem citocinas como  IL1, IL6, TNFα e 
TGFβ, que participam tanto na gênese, como na regulação da resposta inflamatória.  
Utilizando culturas organotípicas, pôde-se demonstrar tanto a produção local de 
citocinas, como a indução da atividade mielinotóxica por IL1, TNFα e IFNγ. Portanto, as 
interações entre as células residentes no SNC e citocinas pró-inflamatórias, produzidas por 
elas, desempenham um papel crucial na fisiopatologia da EM e seu modelo experimental, 
modulando o processo de inflamação (BROSNAN et al., 1995). 
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Paralelamente à liberação de citocinas, com efeito pró-inflamatório, através das 
células fagocitárias, durante o processo de apresentação do antígeno, as APCs ainda 
produzem citocina, como a IL12, que irá contribuir no desenvolvimento do padrão 
linfocitário TH1. A IL12 foi, originalmente, identificada como um ativador da função 
citotóxica da célula NK e, apesar de ser produzida pelas APCs, é essencial tanto na resposta 
inata como na adquirida.  
Em muitos sistemas experimentais, a IL12 mostrou-se necessária para o 
desenvolvimento das células TH1, promovendo, secundariamente, aumento da produção de 
IFNγ, ativação de macrófagos e do sistema complemento; sendo que, tal produção, é 
suprimida pela IL4 e IL10 (OZMEN et al., 1995).  
Na EAE, verificou-se que o tratamento com IL12 aumenta a severidade e a 
duração da doença, mas que, anticorpos anti-IL12 previne os surtos. E ainda, que animais 
geneticamente deficientes para IL12, apresentam resistência à doença (KARP et al., 2000).  
Em pacientes portadores de EM foi observado aumento significativo desta 
citocina (LOSY et al., 2002) e isso está relacionado com o aumento das lesões da 
substância branca do SNC, detectado por MRI (MAKHLOUFK et al., 2001). 
Quanto à produção do TNFα, essa citocina foi descrita pela primeira vez devido 
à propriedade de induzir necrose hemorrágica em certos tumores, em animais tratados com 
lipopolissacarídeo. O TNFα é produzido, predominantemente, por macrófagos ativados, 
mas também podem ser secretado por células T estimuladas pelo antígeno, células NK e 
mastócitos (SEDGWICH et al., 2000). O TNFα e a IL1 estão entre os mais importantes 
indutores da resposta inflamatória aguda, em que os hepatócitos produzem quantidades 
aumentadas de certas proteínas plasmáticas, como fator C3 do complemento, proteína C 
reativa, IL6 e proteína de ligação da manose. É o TNFα que faz com que as células 
endoteliais expressem receptores de superfície, tornando a superfície endotelial adesiva, 
inicialmente, para os neutrófilos e subseqüente, para os monócitos e linfócitos que induzem 
o recrutamento dos leucócitos para a área inflamada.  
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Em alguns estudos imunohistoquímicos, foi demonstrada a presença de TNFα 
nas lesões de desmielinização da EM aguda e crônica, assim como na EAE (NAVIKAS e 
LINK, 1996, FARIAS et al., 2004), estando diminuída na fase de recuperação da doença. 
Alguns autores, mostraram que a determinação dos níveis de TNFα tanto do sangue 
periférico, como no líquido céfalorraqueano, pode ser utilizada para prever o aparecimento 
dos surtos em pacientes com EM (BONGIOANNI et al., 1999).  
Esta citocina atua de forma essencial na cascata de eventos que resultam na 
desmielinização e na lesão axonal, devido ao seu comprovado efeito mielinotóxico 
(SELMAJ et. al., 1991).  Por outro lado, estudos realizados em animais com deleção do 
gene para o TNFα, desenvolvem a EAE normalmente, indicando a redundância funcional 
das citocinas pró-inflamatórias. Talvez, na falta de TNFα, é provável que haja a 
compensação pelo IFNγ na gênese da doença (SELMAJ et al.,1998).  
Em 1957, foi descoberto que células expostas a vírus inativados produziam um 
fator solúvel, capaz de “interferir” na replicação viral, quando aplicado a células recém-
infectadas. O fator foi denominado interferon (IFN), e constatou-se que os interferons são 
uma família de proteínas, que não apenas compartilham atividade antiviral, mas também 
têm a capacidade de inibir a proliferação de células dos vertebrados e modular respostas 
imunológicas. ISAAC e LINDENMANN reconheceram dois principais tipos de interferons: 
Interferon tipo I: α e β, são produzidos por todas as células de mamíferos e estão 
envolvidos na inibição da replicação viral. Interferon tipo II: o Interferon γ, produzido por 
linfócitos TH1 CD4+ e por células NK, também induzem a inibição da replicação viral e 
são potentes estimuladores de macrófagos e da apresentação de antígenos. 
A maioria dos tipos celulares tem a capacidade de sintetizar IFN do tipo I e, 
com efeito, estas células o fazem em resposta a infecções por vírus, bactérias ou 
protozoários ou quando expostas a certas citocinas (KOMATSU, 2002). O IFN do tipo II é 
uma citocina secretada por quase todas as células TH1 ativadas. Uma vez secretada, essa 
citocina aumenta a expressão das proteínas do MHC tipo II e promove a apresentação de 
antígenos aos linfócitos T CD4. O IFNγ é um potente ativador de macrófagos, aumentando 
a atividade microbicida e induzindo-os a secretarem IL1, IL6, IL8 e TNFα. Sua produção 
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pode inibir a síntese de citocinas pelos linfócitos  TH2. No entanto, o IFNγ não apenas 
diminui a produção de IL4, pelas células TH2, inibe ainda, os efeitos da IL4 sobre as 
células B, promovendo a produção de IgG1 e impedindo a troca de classe de 
imunoglobulinas para IgE (NEUHAUS et al., 2003). Mas, por outro lado, a produção de 
IFNγ pode ser inibida pela ação de citocinas imunorreguladoras como o IL4, IL10 e TGFβ.  
A IL10, foi originalmente, denominada “fator inibidor da síntese de citocinas”, 
por apresentar capacidade de inibir a produção de citocinas por linfócitos T ativados. É uma 
proteína secretada, tardiamente, no processo de ativação por células TH2, células T CD8, 
monócitos e células B ativadas. Inibe a produção de IL2, IFNγ por células TH1 e 
conseqüentemente, inclina a resposta imunológica a favor das respostas TH2. 
 Acredita-se que a imunorregulação, na EAE, depende mais da produção de 
IL10 do que IL4. Foi verificado que camundongos transgênicos para IL4 desenvolvem a 
doença e camundongos transgênicos para IL10, são completamente protegidos contra a 
EAE (MARTINO et al., 2002). Em pacientes com EM, foi observada a inibição da 
produção de IL10, por células TH1, células NK e macrófago-monócito (LIU et al., 2001), 
com conseqüente aumento de citocinas anti-inflamatórias pelos clones de células T 
sensibilizados a PLP (MILLER et al., 1993). Esta citocina diminui a capacidade de 
apresentação do antígeno e inibe a diferenciação de células TH1 (HUANG et al., 2001). 
 Com relação ao fator de transformação de crescimento (TGFβ), sabe-se que 
constitui uma família de peptídeos codificados por diferentes genes, que regulam o 
crescimento celular e apresentam efeitos estimulatórios e inibitórios nos diferentes tipos 
celulares. São produzidos, primariamente, por condrócitos, osteócitos, fibroblastos, 
plaquetas, monócitos e algumas células T. As células T, que produzem TGFβ, produzem 
algumas vezes, IL10 e/ou IL4. Baseado na produção de TGFβ, pelos linfócitos T helper, foi 
proposto um fenótipo distinto, chamado linfócito repressor ou TH3 (CHEN et al.,1994). 
O efeito anti-inflamatório do TGFβ, foi confirmado em camundongos nos quais 
o gene TGFβ foi silenciado, esses animais desenvolveram lesões inflamatórias 
descontroladas, sugerindo a importância desta citocina na manutenção da homeostase. Em 
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1989, verificou-se a ação do TGFβ na inibição da ativação de linfócitos T MBP-
específicos, interferindo na indução da EAE por transferência adotiva. Posteriormente, tem 
sido confirmado que o TGFβ é efetivo tanto na prevenção como na reversão dos sinais 
clínicos, indicando que esta citocina, pela ação anti-inflamatória que exerce, é 
extremamente importante na regulação da EAE (SPORN  e ROBERTS, 1992; CHEN et al., 
1996; MILLER et al., 1993). Há evidências de que o TGFβ inibe a apresentação dos auto-
antígenos por astrócitos e antagoniza a expressão do MHC II, induzido pelo IFNγ e TNFα, 
além de reduzir a ligação de linfócitos ativados ao endotélio cerebral, tal efeito evita a 
migração destas células para o sítio da lesão. KHOURY et al. (1992) demonstraram a 
presença de TGFβ no cérebro de ratos Lewis que haviam sido tolerizados oralmente com 
MBP, reforçando a idéia de que células supressoras, geradas pela administração oral do 
neuro-antígeno, quando em contato com o tolerógeno pela segunda vez, liberam citocinas 
com ação supressora como TGFβ. 
Níveis reduzidos de TGFβ foram detectados no sangue periférico de pacientes 
com EM ativa, quando comparado ao grupo controle normal (MOKHATARIAN et al., 
1994). Essas observações sugerem que, os antagonistas das citocinas pró-inflamatórias, são 
de considerável interesse terapêutico nas doenças inflamatórias crônicas.  
Atualmente a terapia nas doenças auto-imunes em geral e na EM, em particular, 
consiste na administração de drogas que levam a imunossupressão global, durante os 
períodos de exacerbação da doença. No entanto, essas medidas, causam sérios efeitos 
adversos ao organismo, sem alterar de forma efetiva o curso da doença. Com isso, a 
procura, de medidas específicas, que tenham ação apenas sobre os clones auto-reativos, tem 
motivado diferentes grupos de pesquisa.  
Várias abordagens terapêuticas têm sido propostas no tratamento da EM, 
visando minimizar os surtos, prevenir futuras exacerbações e a conseqüente progressão da 
doença. Com relação as imunoterapias específicas, alguns grupos obtiveram sucesso com 
abordagens como a vacinação com células T específicas para o neuroantígeno, 
administração de peptídeos e indução de tolerância com a administração de mielina.  
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A vacinação com células T (TCV), consiste no isolamento das células T 
reativas à mielina do sangue periférico dos pacientes com EM, inativação por irradiação 
destas células e seu retorno ao indivíduo. A TCV difere do modelo de vacinação clássica, 
pois, os agentes a serem combatidos, são populações de células T auto-reativas. Esta 
abordagem visa inativar, especificamente, os linfócitos T reativos a mielina. Os resultados 
promissores, nos modelos experimentais, levaram a ensaios clínicos conduzidos para 
avaliar o efeito terapêutico em pacientes com EM,  existindo evidências de redução no 
número de surtos nos indivíduos tratados (CORREALE et al., 2000; ZHANG et al., 2002).  
Outro tipo de vacinação utilizada para o tratamento de doenças auto-imunes, é a 
imunização de peptídeos de TCR (VANDENBARK et al., 1992). A manipulação da 
interação do TCR com os peptídeos derivados dos neuroantígenos e as moléculas do MHC, 
tem sido feita com o objetivo de inibir a apresentação de antígeno e, conseqüentemente, 
alterar a manifestação da doença (VANDENBARK et al., 1992). O mecanismo pelo qual a 
vacinação por peptídeo de TCR ocorre, é baseado em uma população de células T 
regulatórias reativas ao peptídeo sintético injetado e, conseqüentemente, aos peptídeos de 
TCR dos clones auto-reativos (MORGAN et at., 2001). 
Células com atividade imunossupressora como a população CD4+CD25+ 
(Treg) expressam a molécula CTLA4 (READ, MALMSTROM e POWRIE, 2000; 
TAKAHASHI et al., 2000). A população de células reguladoras CD4+CD25+ são células T 
que expressam CD25 e possuem uma potente função reguladora produzindo citocinas  
anti-inflamatórias como a IL10 e TGFβ (WEINER & SELKOE, 2002). Takahashi e 
colaboradores (2000) demonstraram que a CTLA-4 é na verdade uma molécula 
coestimulatória chave para a ativação das células T reguladoras CD4+CD25+, para que 
dessa forma, essa população possa suprimir e controlar as células T auto-reativas. O 
bloqueio do CTLA-4 nestas células Treg, leva a perda da autotolerância natural e o 
aparecimento de doenças auto-imunes.  
Está claro que as células Treg existem como parte do repertório imune normal, 
prevenindo o desenvolvimento de respostas patogênicas para os antígenos intestinais e 
próprios. READ, MALMSTROM E POWRIE (2000) reportaram que as células Treg que 
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controlam a inflamação intestinal expressam o mesmo fenótipo que aquelas que controlam 
a auto-imunidade. Eles revelaram que a função imunossupressora das células Treg in vivo é 
dependente da molécula CTLA4 e de citocinas como TGFβ. 
Além disso, embora haja controvérsias, acredita-se que um dos mecanismos 
pelos quais esta molécula regule negativamente a ativação linfocitária seja através da 
indução de apoptose (SCHEIPERS & REISER, 1998). 
A administração do Acetato de Glatirâmer, surgiu como uma possível 
abordagem terapêutica. Este imunomodulador é um polímero de quatro aminoácidos, que 
foi originalmente sintetizado como cópia da MBP (JOHNSON et al. 1995). Esse composto 
foi sintetizado com o nome de copolímero 1 e inicialmente, usado para induzir EAE, mas, o 
copolímero 1 causou efeito oposto, inibindo o desenvolvimento da doença em cobaias 
(JOHNSON et al., 1995) e desta forma, foi proposta sua aplicação para o tratamento da 
EM. A administração do Acetato de Glatirâmer mostrou eficácia similar ao Interferon beta, 
reduzindo os períodos de exacerbação da EM (GE et al., 2000). A ação benéfica do 
tratamento foi confirmada pela redução do número e volume das lesões ativas, identificadas 
nas MRI (GE et al., 2000). Embora os mecanismos de ação do acetato de glatirâmer não 
estejam totalmente esclarecidos, foi observada modificação da resposta imune, como a 
indução de células T supressoras antígeno-específica, inibição da apresentação de antígeno, 
polarização da produção de citocinas das células T CD4 TH1 para TH2 (GOODKIN et al., 
2001; HUSSIEN et al., 2001) e indução de tolerância (SCHMIED et al., 2003). Por ter 
alguns aminoácidos em comum com a MBP, a administração oral do acetato de glatirâmer, 
teve efeito inibidor na EAE e essa via de administração também está sendo testada em 
pacientes (WEINER e SELKOE, 2002). 
A tolerância obtida pela administração oral de mielina e seus componentes 
como a MBP e PLP, em modelos experimentais, tem se mostrado um meio efetivo de 
suprimir a EAE. Foi demonstrado que, a administração oral de MBP, reduz a gravidade da 
EAE (LIDER et al., 1989; WEINER et al., 1994) e que o efeito benéfico, se deve à maior 
produção de citocinas com ação anti-inflamatórias como a IL4, IL10 e TGFβ, tanto no SNC 
(KHOURY et al., 1992) quanto na periferia (MILLER et al., 1993), ou ainda na mucosa 
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intestinal (SANTOS et al., 1994; CHEN et al., 1996). Na EM, a administração oral da 
mielina, parece não bloquear a progressão da doença, mas há evidências do efeito 
imunorregulador desse procedimento, uma vez que foi observado aumento da produção de 
TGFβ, pelas células dos pacientes tratados (WEINER et al., 1993). 
Paralelamente à manipulação das células que exercem atividade supressora na 
resposta imune, a possível administração in vivo de citocinas que levem à polarização da 
produção de mediadores com o efeito anti-inflamatório, dessa forma, reduzindo os danos 
causados pelas reações auto-imunes, tem sido buscado por vários grupos de pesquisadores. 
No campo da imunoterapia inespecífica, a utilização do Interferonβ tem se 
mostrado a droga mais promissora para o tratamento da EM, desde a aprovação dos 
corticosteróides, acontecida no início da década de 70 (JACOBS et al., 1996). Os IFNs 
foram incluídos no tratamento da EM por JACOBS e colaboradores em 1981 e sua 
utilização para o tratamento da EM, se baseou no caráter recorrente ou continuado da 
doença, que sugeria infecção viral no SNC (BOOSS et al, 1990) e por atribuir significância 
patogênica aos achados que mostraram a deficiente produção de IFNγ, pelas células NK, 
dos pacientes com EM (MERRILL et al, 1982; NEIGHBOUR et al., 1982). Coube a 
PANITCH e colaboradores (1987), confirmar a ação pró-inflamatória do IFNγ, 
precipitando o aparecimento de sinais clínicos em portadores da EM. Em contraste, estudos 
feitos com o IFNβ, mostraram a tendência dessa citocina inibir a atividade do IFNγ e 
reduzir a atividade da EM. 
Devido à biotecnologia e o desenvolvimento das técnicas de DNA, a obtenção 
de interferons, recombinantes ou purificados a partir de células de mamíferos, permitiu o 
desenvolvimento da produção em larga escala dessa citocina, sendo que os subtipos de 
IFNβ 1a e 1b estão sendo utilizados normalmente na prática médica.  Ambos são moléculas 
com 166 aminoácidos, sendo que o IFNβ 1b tem uma serina subistituída na posição 17 e o 
IFNβ 1a, é glicosilado no resíduo de arginina na posição 80. As outras estruturas são 
praticamente idênticas, principalmente o epítopo que se liga aos receptores das células, o 
resíduo de 32-56 (REDELICH et al., 1991). 
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Nestas duas últimas décadas, alguns estudos foram concluídos, mostrando, de 
uma forma geral, que a administração do IFNβ (tanto 1a como 1b) tem efeito benéfico no 
tratamento da EM na forma surto-remissão e mais recentemente os autores vem utilizando 
essa abordagem terapêutica também para as formas progressivas da doença (GOODKIN, 
2000; NEUHAUS et al., 2003). O efeito terapêutico do interferon tipo I, o IFN beta em 
particular, mostrou exercer efeito benéfico aos pacientes tratados, diminuindo o número de 
exacerbações durante o primeiro ano de tratamento (FILLIPPINI et al., 2003), e em alguns 
casos tais efeitos benéficos duraram acima de 5 anos (MS group, 1995). O efeito 
terapêutico foi confirmado pela diminuição das lesões verificadas por MRI  
(PATY et al., 1993). 
Quanto aos mecanismos responsáveis pelo efeito benéfico desse tratamento em 
ratos, estudos mostraram que a severidade da EAE, pode ser reduzida pela administração 
sistêmica de IFNβ. A redução da gravidade da doença, obtida pela transferência adotiva de 
linfócitos encefalitogênicos, também foi observada quando essas células foram previamente 
incubadas na presença do IFNβ (RUULS e SEDGWICK, 1998). Na EAE, houve melhora 
da doença associada à ausência de infiltrado de leucócitos no SNC, reduzindo, de forma 
significativa, a expressão das moléculas de adesão nas células endoteliais, indicando que o 
tratamento é direta ou indiretamente responsável pela inibição da migração das células ao 
SNC (NEUHAUS et al., 2003). O efeito do tratamento, sobre a produção de citocinas, 
também mostrou significante diminuição da produção de citocinas pró-inflamatórias, como 
o TNFα (CHABOT et al., 2000), em contraste com o aumento nos níveis de IL10 e TGFβ, 
associado com a redução da gravidade da doença (RUULS e SEDGWICK, 1998; 
YASUDA et al., 1999; CHABOT et al., 2000). A redução da expressão de CD80, também 
foi, recentemente, descrita em nosso laboratório (HALLAL et al., 2003). 
Em paciente com EM, verificou-se que o IFNβ reduz a resposta proliferativa de 
linfócitos, através da inibição dos receptores de IL2 e diminuição da expressão das 
moléculas de MHC de classe II, tanto nas células da glia quanto endoteliais. O tratamento 
diminui a produção de IL12 e IFNγ e aumenta os níveis de IL10 (RUULS e SEDGWICK, 
1998; KARP et al., 2000; HUSSIEN et al., 2001; BYRNER et al., 2002).  Na terapia com 
IFNβ foram observados, ainda, uma redução do número de células B CD80+ circulantes 
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(GENÇ et al.,1997) e aumento da expressão da molécula CD80, em monócitos e em células 
dendríticas do sangue periférico de pacientes portadores de EM (GENÇ et al., 1997; 
HUSSIEN et al., 2001), associado ao aumento da expressão da molécula CTLA4, 
induzindo uma sinalização negativa (HALLAL-LONGO et al., 2004).  
Certamente, ainda se faz necessário o investimento em pesquisa experimental e 
clínica, para o melhor entendimento da fisiopatologia dos processos auto-imunes 
inflamatórios do SNC. A busca de estratégias terapêuticas com baixa toxicidade, que possa 
ser administrada desde o início da doença, de forma continuada e que seja capaz de 
bloquear a progressão da doença deve continuar a ser o objetivo de vários estudos 
multicêntricos. 
O entendimento dos fatores que levam à polarização e diferenciação dos grupos 
celulares é muito importante, uma vez que serve como base para toda manipulação 
profilática e/ou terapêutica de patologias relacionadas às funções de células TH1 ou 
TH2/TH3. Por este motivo, nosso objetivo foi estudar o padrão de citocinas produzidas em 
indivíduos normais, pacientes tratados ou não com IFNβ. 
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O objetivo deste trabalho foi: 
Quantificar o padrão de citocinas com ação inflamatória (TH1): IFNγ, TNFα e 
IL12, assim como, citocinas com padrão anti-inflamatório (TH2): IL10 e (TH3): TGFβ, 
produzidas pelos leucócitos do sangue periférico, de pacientes portadores de Esclerose 
Múltipla tratados e não tratados com IFNβ, assim como em indivíduos normais. 
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ABSTRACT 
Immunotherapy with IFNβ shows remarkable beneficial effects in patients with relapsing-
remitting multiple sclerosis (MS), although the mechanisms by which it exerts these 
beneficial effects remain poorly understood. Investigation was made of the effects of IFNβ 
on proinflammatory and anti-inflammatory cytokine production in peripheral blood cells in 
MS patients, both untreated and those undergoing immunotherapy, as well as healthy 
controls.   
Results show a significant increase in the production of proinflammatory cytokine such as 
TNFα and IFNγ in the plasma and in the supernatant of a leukocyte culture from MS 
patients with the untreated disease, whereas IFNβ administration significantly reduces these 
levels, this was accompanied by a significant increase in the production of IL10 and a slight 
increase in that of TGFβ. 
This reduction in proinflammatory cytokine production in the treated MS patient group 
accompanied by a simultaneous increase in the production of anti-inflammatory cytokines, 
suggests that the beneficial effects of IFNβ immunotherapy results, at least in part from the 
modulation of cytokine patterns. 
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INTRODUCTION 
Multiple sclerosis (MS) is the most important demyelinating disease that affects man. 
Although we do not have information about the prevalence of MS in Brazil, specialists are 
concerned with the increasing incidence of this disease in southern areas of Brazil where 
the population are mainly descendents from European immigrants.  
Multiple sclerosis is a chronic inflammatory disease characterized by lymphocyte 
infiltration and demyelination in the central nervous system [1]. Autoreactive T cells 
recognizing myelin components such as myelin basic protein (MBP) are thought to 
contribute to the pathogenesis of MS [2]. Although MS is a central nervous system (CNS) 
disease, myelin reactive T cells exist in an activated state in the peripheral blood and 
cerebrospinal fluid (CSF) of patients with MS [3]. Activated T lymphocytes also produce 
cytokines that modulates the immune response either positively or negatively.  
In terms of treatment, immunotherapy with recombinant IFNβ which is the first drug 
approved for use in the treatment of MS, shows remarkable beneficial effects in the 
relapsing-remitting form of the disease, leading to a reduction in both the severity and 
frequency of attacks [4,5]. Such clinical results have been confirmed by a significant 
reduction in the number of active scan and that of new lesions when subjected to magnetic 
resonance imaging [6]. The mechanisms of action underlying these beneficial effects of 
IFNβ in MS, however, remain poorly understood, although they may be associated with the 
antagonizing effect of proinflammatory cytokines. 
The investigation of the role of cytokines in autoimmune diseases has expanded rapidly 
over the past few years and there is now considerable evidence that cytokines such TNFα, 
IL12 and IFNγ contribute to the pathogenesis of MS. Therefore, the emergence of a Th2 
type response results in the inhibition of Th1 differentiation and the down-regulation of the 
Th1-mediated immune response [7,8]. Significantly higher levels of TNF have been found in 
the CSF of patients with chronic progressive MS than in that of patients with a stable form 
of the disease [9]. The level of TNFα correlates with the degree of disability in patients with 
a progressive form of the disease [10], and it has been suggested that an increased production 
of TNFα precedes the clinical manifestation of a MS relapse [11].  
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There is also considerable evidence that IL-12 plays an essential role in the pathogenesis of 
multiple sclerosis and its animal model. The IL-12 receptor complex on T lymphocytes has 
been shown to be critical in Th1-mediated immunity and Th1 polarization, and promoting 
the synthesis of IFNγ [12-14]  
In a clinical trial, IFNβ has also been demonstrated showing that to enhance exacerbation 
frequency in MS patients [15] a phenomenon which may be associated with  the activation of 
monocytes, as evidenced by the up-regulation of MHC class II antigen expression on these 
cells.[16] IFNβ also stimulates the expression of adhesion molecules on endothelial cells, 
thus promoting T cell homing and activating blood-derived macrophages and astrocytes to 
produce proinflammatory mediators such as TNFα [17].  
In inflammatory diseases, an increase in the production of cytokines with proinflammatory 
potential is accompanied by a concomitant increase in the production of cytokines with 
immunoregulatory properties such as IL 10 and TGFβ [18-21].  IL 10 was initially identified 
as a factor produced by T helper 2 which inhibits the cytokine synthesis of Th1, an effect 
attributed to the inhibition of the accessory function, including down regulation of MHC 
class II expression, thus leading to impaired antigen presentation to reactive T cells [22]. 
Several studies also indicate that TGFβ is a potent immunosuppressive factor, affecting 
proliferation, activation and differentiation of the cells that participated in immunity. Its use 
in the treatment of rats or mice ameliorates EAE [23], and its appearance in the CNS is 
related to recovery [24].  
This research investigates the role of interferon β in the production of pro and anti-
inflammatory cytokines in the peripheral blood of patients with MS. 
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MATERIALS AND METHODS 
Patients: The patients in this study were evaluated, with the criteria of Poser et al. [25] used 
to define MS. A total of 49 patients with stable MS, 57 patients in treatment with IFNβ 1b 
and 30 normal subjects were studied, and these individuals had a mean age of 31. The 
patients were ambulatory with Kurtzke´s Expanded Disability Status Scale (EDSS) scores 
between 0 and 6.5, and had an MRI of the brain consistent with the diagnosis of MS. None 
of the patients, in any of the groups had received corticosteroids or other 
immunosuppressive drugs during a period of at least 6 months prior to donating blood for 
the study. The patients in the treated group had been receiving IFNβ treatment for 6-24 
months. This study was approved by the Ethics Committee of the Universidade Estadual de 
Campinas – UNICAMP and the volunteers gave written informed consent for participation 
in the study. 
Antigen, antibody and recombinant cytokines: Polyclonal chicken anti-TGFβ1 antibody 
was purchased from R&D Systems (Minneapolis, MN, USA), purified bovine TGF-β1 and 
monoclonal mouse anti-TGFβ1 were provided by Genzyme, MA, USA. Anti mouse IgG 
peroxidase (Vector Burlingame, CA – USA). Purified human TGFβ (Sigma Chem. USA). 
The IL12, IFNγ, TNFα, IL10 were quantified using commercial kits from Pharmingen, San 
Diego, CA. Human Myelin Basic Protein was obtained according to Deibler et al. 1972 [26]. 
Capture ELISA for quantification of TGFβ. TGFβ was measured using a capture ELISA 
developed in our laboratory [27]. Antibody to TGFβ (polyclonal antibody obtained from 
R&D, MN- USA) 1µg/ml in PBS, pH 7.4 was added to 96 well microtiter plates (Immulon 
I, Nunc, Roskilde, Denmark). After overnight incubation at 4oC, plates were washed three 
times with ELISA wash buffer (PBS containing 0.05% Tween 20) and blocked for 1 hr 
with ELISA diluent (PBS containing 0.05 % Tween 20, l% BSA). Plates were washed three 
times with wash buffer, and 100 µl of each standard, control, or sample was added to 
duplicate wells with overnight incubation at 4oC. The plates were washed three times with 
wash buffer and incubated for 1 hr at room temperature with monoclonal antibody (mAb) 
to TGFβ (Genzyme – MA- USA) 1 µg/ml in ELISA buffer. The plates were washed three 
times with ELISA wash buffer and incubated an additional hour with biotinylated anti-
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mouse IgG (Vector, Burlingame, CA) 1:2000. Avidin-peroxidase complex and the substrate 
were then added. Orthophenylene diamine (Sigma Inc. USA) prepared at 0.5 mg/ml in 0.05 
M hydrogen peroxide, was added for 30 min at room temperature and the plates read at 492 
nm.  
For quantification of IL 12, IFNγ, TNFα and IL10 we employed commercial kits for human 
cytokines according to the manufacturer (Biosource International Nivelles, Belgium). 
Briefly, 96-wells microtiter plates were coated with 1-2 µg/ml of capture mAb of each 
cytokine in 0.1M NaHCO3 (pH=8.5) at 4oC overnight. Following blocking with 3% dry 
milk in PBS at room temperature for 2 h, samples and standard recombinant IFNγ, TNFα, 
IL10 and IL 12 were added and incubated overnight at 4º C. Then, 0.5-2.0 µg/ml of 
biotinylated detection mAb to human IL 12, IFNγ, TNFα, and IL10 and subsequently 1/400 
avidin-peroxidase (Sigma Chem.- USA) was added and then the peroxidase substrate, and 
stop solution were used to obtain OD determined at 492 nm. 
Statistical analysis: The statistical significance of the results was determined by a Kruskal 
Wallis test. A p value smaller than 0.05 was considered to be significant. 
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RESULTS 
Production of IL12 by peripheral blood cells of MS patients with treated or not with IFNβ 
and healthy controls. IL12 was quantified in the plasma using an ELISA assay. A mean in 
the supernatant was 446.2 ± 56.9 pg/ml for treated MS patients (n=50), with 552.4 ± 116.1 
pg/ml for the untreated MS group (n=27) and 231.2 ± 32.4 pg/ml for the healthy controls 
(n=31) this level was significantly higher for both groups of MS patients (p=0.01)  
(Figure 1).  
IFNγ production by whole peripheral blood cells Mononuclear cells were stimulated for 60 
h with PHA (10 µg/ml) or MBP (25 µg/ml), or left unstimulated for quantification of IFNγ 
level in the supernatant. For unstimulated in vitro cells (Figure 2A), the mean production of 
IFNγ in the supernatant of the two MS groups was 113.7±13.7 pg/ml for treated MS (n=20) 
and 56.9±13.0 pg/ml for healthy controls (n=20), showing a significant difference 
(p=0.004) between the two groups. In the supernatants from untreated MS (n=19) the mean 
was 258.8±38.5 pg/ml versus 56.9±13.0 pg/ml for healthy controls. Both MS group showed 
a significant increase in IFNγ over that of the healthy controls(p<0.001).  
For assay using nonspecific mitogen (PHA), 23 patients treated with IFNβ, 26 untreated 
patients and 20 healthy controls were studied, with a mean level of IFNγ of 2663.6±237.0 
pg/ml for treated MS and 2138.3±220.0 pg/ml for healthy subjects with non-significant 
difference (p>0.05) between the treated and healthy subjects. In untreated group, however, 
the mean of 3239.5 ± 173.7 pg/ml was significantly greater than that of the healthy controls 
2138.3±220.0 pg/ml (p>0.05) (p=0.002) (Figure 2B).  
When the mononuclear cells were stimulated with MBP, the levels of IFNγ were 824.5 ± 
75.3 pg/ml (treated MS) (n=15) 507.3± 72.0 pg/ml (healthy subjects) (n=15) and 1922.0 
±335.0 pg/ml(n=15) (untreated MS). The production of IFNγ was significantly higher in the 
untreated group than in the control (p=0.002), but not in the treated group (p>0.05)  
(Figure 2C). 
Capítulo 1 
45
TNFα production in peripheral blood cells of MS patients with or without treatment with 
IFNβ. TNFα levels produced by whole blood cells, both with or without in vitro 
stimulation with LPS were quantified in the plasma, using an ELISA assay. For cells 
cultured without in vitro stimulation the mean of TNFα was 4039.2 ± 608.1 pg/ml (treated 
MS group; n=19), 978.6 ± 282.8pg/ml (healthy subjects; n=19) and 9483.0 ± 1072 pg/ml 
(untreated MS; n=19). TNFα production was significantly greater in both treated and 
untreated MS groups that in the healthy controls (p= 0.0001). The difference between 
treated and untreated MS patients was also significant (p=0.001)(Figure 3A). 
TNFα was also quantified in the plasma of cells previously stimulated with LPS, with 
values of 6137.1 ±817.0 (treated MS; n=23), 24760.0±3189.0 pg/ml (untreated MS; n=23) 
and 4723.0±736.5pg/ml (healthy subjects; n=22). Although the level in the treated group 
was not significantly different than that of the healthy controls (p>0.05), for the untreated 
group the increase was significant (p=0.001) (Figure 3B). 
IL10 production IL10 levels from mononuclear cells, both with and without stimulation 
with PHA or MBP for 40 h, were quantified by a capture ELISA assay.. When the 
mononuclear cells were cultured neither antigen nor mitogen, the mean IL 10 production in 
the treated group (n=50; p<0.0001) was 115.8 ± 6.3 pg/ml, a significant increase over the 
73.7 ± 8.0 pg/ml of the healthy controls (n=22). For the untreated group (n=30) there was 
significant decrease (p=0.002) to 41.2 ± 3.5 pg/ml (Figure 4A). 
After in vitro PHA stimulation, the mean of IL-10 production was 166.9 ± 11.6 pg/ml 
(treated MS group; n=41), 153.1 ± 13.9 pg/ml (untreated MS; n=28), and  151.8±9,3 pg/ml 
(healthy controls; n=39).  These differences were not significant (p>0.05) (Figure 4B0.  
In vitro stimulation with MBP (25µg/ml) however led to the mean levels of IL 10 of 264.5 
± 30.0 pg/ml and 140.6 ± 21.8 pg/ml for the treated MS group;(n=23) and untreated MS 
patients (n=23), respectively both significantly greater than 93.7± 17.1 pg/ml of the 22 
healthy controls (p<0.001 and 0.04, respectively)  (Figure 4C). 
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Production of TGFβ in mononuclear cells The TGFβ level in cells with and without 
stimulation with PHA for 72 h was quantified by a capture ELISA assay. The analysis of 
the supernatant of unstimulated cells showed no significant difference between the three 
groups of individuals: 67.1 ± 4.8 pg/ml (treated MS; n=10); 64.2 ± 6.9 pg/ml (untreated; 
n=19), and 65.9 ± 11.0 pg/ml (healthy controls; n=13) (p>0.05) (Figure 5A).  
After stimulation, however, these levels increased to 2763.0 ± 324 pg/ml (treated MS; 
n=32), 2660.5 ± 52.0 pg/ml (untreated MS; n=33); and 2485.0 ± 92.4 pg/ml (healthy 
controls, n=27) the increase for the treated MS group was significant (p<0.01), but not for 
the untreated group (p>0.05) (Figure 5B) 
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DISCUSSION 
Our data have demonstrated that there are changes in the cytokines secretion patterns of 
peripheral blood cells of patients with MS treated with interferon β. Although there is a 
localized immune response within the CNS in these patients, immune abnormalities 
correlated with disease activity are also found in the peripheral immune compartment [3,22]. 
Although Th1 and Th2 cells are the major sources of their respective cytokines, many 
others cells within and outside the immune system also produce these cytokines, 
contributing to an overall Th1 and Th2 cytokine pattern. Therefore, we chose to work with 
whole leukocytes from the peripheral blood. 
IL-12 is considered a critical proinflammatory cytokine in multiple sclerosis, as well as in 
its animal model, experimental autoimmune encephalomyelitis. Herein, an increase of the 
production of this cytokine was observed in the serum of both treated and untreated MS 
patients in relation to healthy controls. A similar increase was observed in progressive 
multiple sclerosis [12-14], and increased frequencies of IL-12-secreting monocytes appear to 
correlate with active brain lesions detected by magnetic resonance imaging [28]. However, 
no reduction in IL12 level after IFNβ treatment was found here, in contrast with previous 
findings [29]. 
Instead, the production of IFNγ increase significantly in the supernatant of leukocytes, 
whether unstimulated or stimulated with PHA or MBP. Interferons were initially tested as 
therapeutic agents for MS because of their antiviral properties and the possibility that MS 
was due to persistent viral infection. However, a pathogenic role for MS patients who 
received recombinant IFNβ has previously been described (15). One plausible hypothesis 
for the mechanism of IFNβ efficacy in MS would be that IFNβ stimulates the expression of 
soluble cytokines with immunosuppressive properties. The study reported here shows that 
the administration of IFNβ leads to a significant reduction in IFNγ whether or not the cells 
have been stimulated with nonspecific mitogen or neuroantigen. This data is in agreement 
with previous reports showing that immunotherapy with IFNβ significantly reduces the 
effects of this proinflammatory cytokine [30-32]. 
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In this paper a significant increase in the production of TNFα was demonstrated whether or 
not peripheral blood cells from treated patients were stimulated in vitro with LPS. These 
data are in agreement with those authors who demonstrated an increase in TNFα in patients 
with active MS [33,34]. Since TNFα is a major inducer of endothelial adhesion molecules and 
chemokines, it could be that TNFα has a major effect on the recruitment of lymphocytes to 
the central nervous system [17]. Studies describing the spontaneous development of a 
chronic inflammatory demyelinating disease in transgenic mice that constitutively express a 
deregulate murine TNFα gene. Transgene expression was restricted to the central nervous 
system and the direct involvement of the TNFα in the pathogenesis of the disease was 
confirmed by peripheral administration of neutralizing murine TNFα antibodies [35]. We 
clearly demonstrated that the level of TNFα was decreased significantly in the group of MS 
patients treated with IFNβ whether with or without LPS stimulation, a beneficial effect of 
IFNβ which has previously reported [35,37]. 
The characteristic cytokine products of Th1 or Th2 are mutually inhibitory for the 
differentiation and effector functions of the reciprocal phenotype [9]. IFNγ has been shown 
to prevent Th2 cell proliferation, whereas IL10 profoundly inhibits the synthesis of Th1 
cytokines [38]. Of note is the observation here that myelin antigens stimulate the production 
of IL10 by cells from patients with treated MS. Production of anti-inflammatory cytokines 
by T cell clones sensitized to PLP from MS patients has also been previously observed 
[39,40]. It was demonstrated that distinct suppressor determinants exist on the MBP molecule 
which preferentially stimulates the production of suppressive cytokines, such as TGFβ[41]. 
Another previous study also established IFNβ induced accumulation of IL10 messenger 
RNA and protein secretion in vitro and in vivo [42]. It is possible that suppressive 
determinants present on the MBP molecule may promote, in synergism with IFNβ, the 
production of IL10 by the cells from treated patients whereas, in the untreated disease these 
cells are absent or have a level of low function. In this study increased levels of IL10 were 
detected, although the increase in TGFβ production after treatment with IFNβ was 
minimal; these findings match those of a previous study [42] and are in disagreement with 
others [3,43-45]. The increase in TGFβ, even at moderate levels, reinforces the hypothesis of 
the suppressive effect this cytokine in EAE and MS [40,41]. 
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Taken together, this paper presents evidence of a significant increase in the production of 
TNFα and IFNγ in the peripheral blood cells of patients with untreated MS, accompanied 
by a significant reduction of these cytokines in the treated MS group. The reduction in the 
production of proinflammatory cytokines in this group was accompanied by an increase in 
the production of IL-10 by the cells in these same individuals, an observation which 
emphasizes the immunoregulatory properties of IFNβ. Consequently, a therapeutic 
approach which is favorable to the production of anti-inflammatory cytokines such as 
immunotherapy with IFNβ should be used to interrupt the cascade of events leading to 
chronic inflammation.  
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Figure legends 
Figure 1. Production of IL12 by MS patients treated with IFNβ untreated  and healthy 
controls. Plasma from the three groups of individuals were collected and the IL12 
concentration were detected by ELISA. 
Figure 2. Production of IFNγ  by MS patients with MS treated with IFNβ, untreated   and 
healthy controls . Leukocytes were cultured without antigen (a) stimulated in vitro with 
PHA (10 µg/ml) (b) or MBP (25 µg/ml) (c) and IFNγ were detected by ELISA in 
supernatants from 60 h culture. Net results, results from stimulated cells minus results from 
unstimulated cells.  
Figure 3. Production of TNFα by MS patients treated with IFNγ untreated and healthy 
controls. Whole peripheral blood cells were stimulated with LPS (100 ng/ml) for 2h and 
TNFα concentration were detected by ELISA. Net results, results from stimulated cells 
minus results for unstimulated cells. 
Figure 4. Production of IL-10 by MS patients treated with IFNβ, untreated  and healthy 
controls.  Leukocytes  were cultured without mitogen (a) stimulated with PHA (10 µg/ml) 
(b) or MBP (25 µg/ml) (c) and IL-10 were detected by ELISA in the supernatants from 40 h 
culture. Net results, results from stimulated cells minus results from unstimulated cells. 
Figure 5. Production of TGFβ by MS patients treated with IFNβ untreated and healthy 
controls. Leukocytes were cultured without antigen (a) and were stimulated with PHA  
(10 µg/ml) (b). TGFβ were detected by ELISA in the supernatants from 72 h culture. Net 
results, results from stimulated cells minus results from unstimulated cells. 
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O presente trabalho visou quantificar as citocinas, com efeito pró-inflamatório 
(TNFα , IFNγ e IL12) e anti-inflamatório (IL10 e TGFβ), produzidas por células do sangue 
periférico de pacientes portadores de Esclerose Múltipla. A EM é uma doença inflamatória, 
de caráter auto-imune, compartimentalizada no SNC. No entanto, esta doença pode ser 
considerada sistêmica, diante de inúmeras alterações imunológicas observadas também no 
sangue periférico (HAFLER e WEINER, 1989), o que justifica o fato de termos estudado 
leucócitos do sangue periférico. Isso também se deve ao fato de que, embora linfócitos TH1 
e TH2/TH3 serem os maiores produtores das citocinas pró e anti-inflamatórias, 
respectivamente, outros leucócitos também contribuem na síntese dessas citocinas. 
Os fatores que influenciam a polarização da síntese de citocinas com efeito pró 
ou anti-inflamatórios não estão totalmente conhecidos. Sabe-se que citocinas presentes no 
microambiente de diferenciação dos linfócitos influenciam na maturação do subtipo TH1 
ou TH2. A IL12 está envolvida na diferenciação dos clones TH1, produtores de IFNγ 
(ROMAGNANI et al., 1995). 
No presente trabalho, foi observado aumento na síntese de IL12 no soro de 
pacientes com EM tanto tratados, como não tratados com o IFN beta, sendo que não houve 
diferença significativa na síntese dessa citocina, após o tratamento. O aumento da produção 
e IL12 está de acordo com observações anteriores que demonstram níveis elevados de IL12 
em indivíduos com EM, na fase ativa da doença (COMABELLA et al., 1998), sendo que 
esse aumento foi positivamente correlacionado com o aumento das lesões desmielinizantes, 
detectadas por MRI. Embora vários pesquisadores tenham demonstrado redução de IL12 no 
sangue periférico dos pacientes após o tratamento com o IFNβ, em nosso laboratório não 
foi possível a confirmação desses dados (KARP et a., 2000), mesmo tendo sido utilizada 
técnica de ELISA com alta sensibilidade para a citocina. 
Em relação à produção de IFNγ, nossos dados mostram, claramente, o aumento 
da síntese desta citocina no sobrenadante de leucócitos de pacientes não tratados com IFNβ, 
estimulados ou não, com MBP ou PHA.  Esses dados confirmam a participação ativa do 
IFNγ na reação inflamatória, que resulta na desmielinização. Essa citocina aumenta a 
expressão de antígenos MHC de classe II na superfície de células apresentadoras de 
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antígenos do SNC que normalmente não expressam essas moléculas, resultando na ativação 
dos linfócitos encefalitogênicos ou citotóxicos. O IFNγ induz, ainda, a liberação de 
proteases, pelos macrófagos, que degradam as proteínas componentes da mielina, além de 
aumentar a expressão de moléculas de adesão, que regulam a migração de linfócitos para os 
sítios da inflamação, facilitando a entrada destas células inflamatórias no SNC. Nossos 
dados mostram que o tratamento com o IFNβ reduziu, significativamente, a síntese de IFNγ 
pelas células dos pacientes.  Esses dados estão de acordo com dados da literatura que 
mostraram que, a imunoterapia com IFNβ, reduz consideravelmente os efeitos desta 
citocina pró-inflamatória (PETEREIT et al., 1996). Em trabalho realizado em nosso 
laboratório, no modelo da EAE, foi demonstrado que o tratamento com IFNβ reduz a 
gravidade da doença, acompanhado de diminuição dos níveis de IFNγ (YASUDA  
et. al.,1996). A competição pelos receptores de IFNγ nas células, é um dos possíveis 
mecanismos que explicam a ação do IFNβ (GOODKIN et al., 2001), assim como, o 
aumento das citocinas com efeito anti-inflamatório que, por sua vez, levam à redução da 
síntese de citocinas pró-inflamatórias. 
Com relação à síntese de TNFα, nossos dados mostram um aumento 
considerável na liberação espontânea dessa citocina, pelas células do sangue periférico de 
pacientes tratados e não tratados, quando se observou a liberação espontânea e maior 
produção no grupo de pacientes não tratados, quando os leucócitos foram ativados com 
LPS. Os macrófagos são os maiores produtores do TNFα, embora também possa ser 
produzida por linfócitos, sendo que o LPS é um potente ativador da síntese dessa citocina. 
Os dados apresentados confirmam a participação importante do TNFα na EM.  O TNFα 
potencializa as reações inflamatórias na EM, pois age ativamente no recrutamento de 
macrófagos para o local da lesão e estes promovem a destruição tecidual. O direto efeito 
mielinotóxico do TNFα foi demonstrado em cultura (SELMAJ et al.,1998).  Além disso, o 
TNFα é o maior indutor da expressão de moléculas de adesão ICAM-1 e VCAM-1 sobre as 
células endoteliais, que facilitam a passagem das células inflamatórias, rompendo, dessa 
forma, a barreira hemato-encefálica. O tratamento com o IFNβ, induziu uma significativa 
redução na síntese dessa citocina, quando se comparou ao grupo de pacientes não tratados, 
principalmente nos ensaios onde os leucócitos foram estimulados com o LPS. Esses dados 
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estão em acordo com trabalhos previamente realizados, e acredita-se que o aumento na 
síntese de citocinas anti-inflamatórias, causada pelo tratamento, seja responsável pela 
redução da síntese de TNFα. 
As citocinas anti-inflamatórias, como a IL 10 e TGFβ, têm a função de 
antagonizar os efeitos das citocinas pró-inflamatórias. Na EM, foi demonstrado o 
predomínio da síntese de citocinas pró-inflamatórias, durante a fase ativa da doença, 
enquanto as citocinas anti-inflamatórias aumentavam durante a fase de remissão da doença 
(COSTA et al., 2000). No presente trabalho, o tratamento com o IFNβ induziu um aumento 
potencial dos níveis de IL10 no grupo de pacientes tratados e discreto, da produção de 
TGFβ. O aumento da síntese de IL10 e TGFβ tem sido, positivamente correlacionado com 
a redução da gravidade dos processos desmielinizantes, observados tanto no modelo 
experimental (YASUDA et al. 1999) como na EM (RUDICK et al., 1996), provavelmente, 
pela propriedade dessas citocinas interferirem na síntese das citocinas pró-inflamatórias.  
Resumindo, esse estudo mostra um significativo aumento da produção de 
TNFα e IFNγ, pelas células do sangue periférico de pacientes portadores de EM não 
tratados com IFNβ, com redução significativa destas citocinas no grupo de pacientes em 
tratamento. A redução na produção de citocinas inflamatórias no grupo de pacientes 
tratados, provavelmente se deve ao aumento da produção de IL10 e TGFβ. Esses dados 
confirmam o efeito imunomodulador dessa abordagem terapêutica e, juntamente com o 
acompanhamento clínico dos doentes, vem contribuir para o entendimento dos eventos 
envolvidos na cascata inflamatória que leva a desmielinização.  
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O tratamento com IFNβ resultou na inibição da síntese do TNFα e IFNγ, com 
simultâneo aumento da produção de IL10 e TGFβ. Indicando que, a mudança no padrão de 
síntese das citocinas, pela administração de outra citocina (IFNβ), interfere na cascata 
inflamatória que resulta na desmielinização. 
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PACIENTES PORTADORES DE ESCLEROSE MÚLTIPLA TRATADOS COM 
IFNβ 
 
 
# INDIVÍDUOS CLASSIFICAÇÃO DA 
DOENÇA 
INÍCIO DO 
TRATAMENTO 
IDADE SEXO 
1 AB Surto Remissão 2002 36 M 
2 ALDA Surto Remissão 2001 30 M 
3 AMAP Surto Remissão 2001 28 F 
4 AMIP Surto Remissão 2001 46 F 
5 APRT Surto Remissão 1998 31 F 
6 CAL Surto Remissão 1997 51 M 
7 CAS Surto Remissão 1999 46 M 
8 CF Surto Remissão 1998 56 F 
9 CRCGJ Surto Remissão 2000 30 M 
10 EPM Surto Remissão 1997 30 F 
11 ESA Surto Remissão 1998 32 F 
12 ESCP Surto Remissão 2000 20 F 
13 FDGP Surto Remissão 1998 44 F 
14 FMP Surto Remissão 2001 25 F 
15 FTV Surto Remissão 2000 30 M 
16 GGV Surto Remissão 2001 25 F 
17 ICP Surto Remissão 1999 32 F 
18 JBF Surto Remissão 2002 40 M 
19 JLA Surto Remissão 1997 42 M 
20 JSL Surto Remissão 1998 45 F 
21 JVS Surto Remissão 1999 42 M 
22 LAN Progressiva Secundária 1999 26 F 
23 LDM Surto Remissão  24 F 
24 LFA Surto Remissão 2000 35 F 
25 LFR Surto Remissão 1997 47 F 
26 LGP Surto Remissão 2000 37 F 
27 LGPM Surto Remissão 2000 46 M 
28 LVS Surto Remissão 2000 16 F 
29 LSM Surto Remissão 1999 35 F 
30 MAMR Surto Remissão 2000 40 F 
31 MFOL Surto Remissão 2002 46 F 
32 MGP Surto Remissão 2002 56 F 
33 MGSM Surto Remissão 1997 53 F 
34 MISP Surto Remissão 1999 48 F 
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# INDIVÍDUOS CLASSIFICAÇÃO DA 
DOENÇA 
INÍCIO DO 
TRATAMENTO 
IDADE SEXO 
35 MMBC Surto Remissão 1997 45 F 
36 MMGV Surto Remissão 2002 47 F 
37 MRD Surto Remissão 2002 40 F 
38 MRM Surto Remissão 1997 32 M 
39 PCMS Surto Remissão 1998 35 M 
40 RAM Surto Remissão 1996 28 F 
41 RB Surto Remissão 2002 39 F 
42 RBM Surto Remissão 1997 43 F 
43 RGJ Surto Remissão 2001 41 M 
44 RVF Surto Remissão 2001 36 F 
45 SATR Surto Remissão 2001 43 F 
46 SBL Surto Remissão 1998 28 F 
47 SMGI Surto Remissão 1998 49 F 
48 VACS Surto Remissão 2002 37 F 
49 VLR Surto Remissão 1999 56 F 
50 VMG Surto Remissão 1997 41 F 
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PACIENTES PORTADORES DE ESCLEROSE MÚLTIPLA NÃO TRATADOS 
COM  IFNβ. 
 
 
# INDIVÍDUOS CLASSIFICAÇÃO DA 
DOENÇA 
IDADE SEXO 
1 AC Progressiva Primária 42 M 
2 ACA Surto Remissão 20 F 
3 ACP Progressiva Secundária 58 F 
4 ADS Surto Remissão 29 F 
5 ASM Progressiva Primária 48 M 
6 CRB Surto Remissão 36 F 
7 DMR Progressiva Primária 48 F 
8 DSM Progressiva Secundária 38 F 
9 ECSH Surto Remissão 24 F 
10 EDS Progressiva Primária 44 M 
11 GNO Progressiva Primária 65 F 
12 IRM Surto Remissão 21 F 
13 LASA Surto Remissão 44 F 
14 LGB Progressiva Primária 43 F 
15 LMD Progressiva Secundária 54 F 
16 MGFD Surto Remissão 51 F 
17 MGS Surto Remissão 17 F 
18 MMPS Progressiva Secundária 29 F 
19 MRCM Surto Remissão 44 F 
20 NLB Progressiva Primária 54 F 
21 NNAO Surto Remissão 43 F 
22 OJF Progressiva Secundária 44 M 
23 OSC Progressiva Secundária 63 F 
24 RBS Surto Remissão 29 F 
25 RBS Surto Remissão 18 F 
26 RC Surto Remissão 13 M 
27 SA Progressiva Secundária 43 F 
28 SSJ Progressiva Secundária 43 F 
29 TAS Progressiva Primária 23 F 
30 TRDL Progressiva Secundária 48 F 
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INDIVÍDUOS NORMAIS 
 
# INDIVÍDUOS IDADE SEXO 
1 AGS 39 F 
2 ASF 26 M 
3 CES 42 M 
4 CESPF 33 M 
5 COB 22 F 
6 COS 35 F 
7 DSS 22 M 
8 DEMH 28 F 
9 DFR 33 F 
10 DMS 43 F 
11 DMCJ 28 F 
12 ECSP 31 F 
13 EG 28 F 
14 GAG 26 M 
15 JLS 33 F 
16 JP 45 M 
17 JRDE 30 M 
18 JRE 29 F 
19 KKF 27 M 
20 KLJ 24 M 
21 LSG 23 M 
22 LCFD 31 M 
23 LGS 25 M 
24 LMBS 58 F 
25 LMS 35 F 
26 LU 33 F 
27 LW 21 M 
28 MC 27 F 
29 MCAZ 38 F 
30 MCC 31 M 
31 MJ 45 F 
32 MJS 23 F 
33 MM 30 F 
34 MR 23 F 
35 RC 30 F 
36 RLB 30 F 
37 SALM 29 F 
38 SEM 36 M 
39 WB 41 F 
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